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Patentansprtiche 



1 . Endoproteinase-Lys-C aus Bakterien f dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie aus einer Kette vom Molekular- 
gewicht 35 000 - 38 000 Dalton besteht, ein pH-Optimum bei 

pH 7,7 aufweist und durch Aprotinin gehemmt, durch. alpha 2 « Makro- 
globulin, oC^ -Antitrypsin und Athylendiamintetraessigsaure 
nicht gehemmt wird. 

2. Verfahren zur Gewinnung der Endoproteinase-Lys-C von 
Anspruch 1,dadurch gekennzeichnet, dafl 
man filtrierte Oder nach ublichen Methoden vorgereinigte 
Kulturbriihe eines geeigneten Bakterienstammes iiber trager- 

f ixierten alpha 2 -Makroglobulin-Metall-Komplex chromatographies 
und das Enzym aus dem Filtrat gewinnt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, da durch gekenn- 
zeichnet, daB man in 0,01 -0,1 M Puffer pH 6,5 - 9 
chromatographiert. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch g.e- 
kennzeichnet, daB raan Kulturbriihe aus Lysobacterales- 
Zuchtung verwendet. 

5 . Verfahren nach einem der Ansprtiche 2 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB man aus der filtrierten 
Kulturbriihe das Protein durch Ammonsulf at fallt, den Niederschlag 
nach erneutem Auflosen zwischen 1,3 und 3 M Ammonsulf at fraktio- 
niert und die in diesem Bereich unlSsliche Fraktion in Wasser 
auflost und nach Dialyse mit Aceton zwischen 1,2 und 2,4 Vol. 
Aceton f raktioniert. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl man den Niederschlag der Aceton-Fraktio- 
nierung nach Auflosung iiber einem Molekularsieb chromato- 
graphiert und die zu Beginn der Chromatographie eluierte 
Proteinf raktion der alpha 2 -Makroglobulin-Metall-Komplex- 
Chromatographie unterwirft. 

7. Verwendung der Endoproteinase-Lys-C von Anspruch 1 zur 
Sequenzbestimmung von Proteinen und Peptiden. 
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Fiir verschiedeneZwecke/ insbesondere fur die gezielte 
Spaltung von Proteinen und Peptiden, beispielsweise im Rahmen 
der Sequenzbestimmung, sind Endoproteinasen f die- an einer be- 
stimmten Stelle spalten, von technischem und wissenschaf tlichem 
Interesse. So ist bereits eine am C-terminalen Ende von Lysin 
die Peptidbindung spaltende Endoproteinase aus Pilzen bekannt. 
Dieses Enzym ist jedoch schwierig zuganglich und steht daher 
nicht im gewunschten AusmaB zur Verfiigung. Nunmehr wurde ein 
Enzym der gleichen SpezifitMt in Bakterien gefunden, welches 
als Endoproteinase-Lys-C* charakterisiert wird und sich von 
anderen bakteriellen Proteasen durch die Eigenschaf ten deut- 
lich unterscheidet. 

Die erf indungsgemaBe neue Endoproteinase-Lys-C aus Bakterien 
ist dadurch gekennzeichnet, daB sie aus einer Kette von Mole- 
kulargewicht 35 000 - 38 000 Dalton besteht, ein pH-Optimum 
beipH7,7 aufweist und durch Aprotinin gehemmt, durch alpha 2 - 
Makroglobulin, oLf-Antitrypsin und Xthylendiamintetraessig- 
s^ure nicht gehemmt wird. 

Das erfindungsgemaBe Enzym neigt unter nicht reduzierenden Be- 
dingungen zur Aggregation, wobei bevorzugt Tetramere mit einem 
Molekulargewicht von etwa 150 000 D und Oktamere mit einem 
Molekulargewicht von etwa 300 000 D gebildet werden, die enzy- 
matisch aktiv sind. 

Das pH-Optimum des neuen Enzyms liegt, wie bereits erwahnt, bei 
pH 1,1, bestimmt bei 37° C nach der Azocoll-Methode. 

In der Elektrof okussierung spaltet sich das Enzym in zahl- 
reiche Banden auf , die sich uber fast den gesamten pH-Bereich 
erstrecken. Dieses Verhalten lafit darauf schlieBen, daB es sich 
urn ein Glycoprotein handelt; der isoelektrische Punkt des 
Enzyms ist daher nicht bestimmbar. 
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Wie bereits erwahnt, hemmen alpha 2 -Makroglobulin # °C > j -Antitrypsin 
und Athylendiamintetraessigsaure (EDTA) bis hochstens 10" 2 M 
nicht. Benzamidin hemrot dagegen bei 2,5 mM. etwa 50 %j durch 
Erhohung der Benzamidinkonzentration lassen sich 70 % Hemmung 
erzielen. Eine vollstandige Hemmung ergibt Aprotinin. 

Die Substratspezif itSt des neuen Enzyms zeigt Tabelle 1 • Seine 
spezif ische Aktivitat gemesseh mit Tosyl-glycyl^prolyl-Iysyl- 
p-nitroanilid bei 25° C betragt ca. 25 U/mg oder ca. 50 Azo- 
coll-Einheiten/mg Enzym bei 37° C. 

Im Gegensatz zu der aus Lysobacter beschriebenen Proteinase II 
spaltet das erf indungsgemaBe Enzym nicht aminostandig, sondern 
carboxystandig am Lysin. Die hohe Spezif itat zeigt auch die 
geringe Zahl von Banden, die bei Gel-ehromatographie von mit 
diesem Enzym erhaltenen Fibrin-Spaltprodukten auftreten. 
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T a b e 1 1 e 1 



Substratspezif itat von Endoproteinase Lys-C 



Substrat 



Abbau durch 



Endoproteinase Lys-C 



Azocoll ^ + 

Casein + 

Fibrinogen + 

Hamoglobin + 

TLME ++ 

Chromozym PL ++ 

S 2251 R ++ 

Tos-Arg-Me 

Chromozym TH R 

BAEE 

Leu-pNA 

Lys-pNA 

ATEE 

B-Kette von Insulin + 
Abkurzungen 

TLME = Tosyl-lysyl-methylester 

BAEE = Benzoyl-arginyl-athylester 

ATEE = Arginyl-tyrosyl-athylester 



Chromozym PL' 



R 



= Tosyl-glycyl-prolyl-lysyl-p-nitro- 



Chromozym 



anilid 

= Tosyl-glycyl-prolyl-arginyl-p-nitro- 



S 2251* 



anilid 

= Valyl-leucyl-lysyl-p-nitroanilid 



ORIGINAL INSPECTED 
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Die Tabelle 2 zeigt die Unterschiede des erf indungsgemaBen 
Enzyms gegen bisher in Lysobacter gefundene Proteasen. 
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Das erf indungsgemafle Enzym laflt sich aus den Kulturbruhen von 
Mikroorganismen, die dieses Enzym in ausreichender Menge bilden, 
insbesondere aus solchen der Ordnung Lysobacterales und hier- 
unter vorzugsweise solchen der Familie Lysobacteraceae , z.B. 
der Gattung Lysobacter (auch Myxobacter genannt) nach ublichen Enzymreini- 
gungsmethoden, wie tononsulfatfraktionierung, Acetonfraktionierung und Mole- 
kularsiebchronatographie von den meisten Verunreinigungen befreien. Die Ab- 
trennung anderer Proteasen gelingt erf indungsgemafl durch Behandlung mit trager- 
fixiertem alpha 2 -Makroglobulin-Metallkomplex. Bei diesem, fur 
Enzymreinigungen neuen Verf ahrensschritt werden schwer zu ent- 
fernende Verunreinigungen / insbesondere aber die begleitenden 
Proteasen, abgetrennt, wShrend die erf indungsgemafle Endopro- 
teinase Lys-C in L6sung bleibt und aus dieser isoliert werden 
kann. 

Das erf indungsgemafle Verfahren zur Gewinnung von Endoproteinase 
Lys-C ist daher dadurch gekennzeichnet , dafl man eine filtrierte, 
oder nach an sich bekannten Methoden gereinigte Kulturbruhe 
eines geeigneten Bakterienstammes , iiber tragerf ixiertem 
alpha 2 -Makroglobulin-Metall-Komplex chromatographies, und das 
Enzym aus dem Filtrat gewinnt. 

In dem oben erwahnten alpha 2 -Makroglobulin-Metall-Komplex be- 
steht das Metall aus einem zweiwertigen Metall der Gruppe Zn, 
Co, Ni odeir/und Cu. Die Verwendung dieses Komplexes und seine 
Herstellung ist in der gleichzeitig eingereichten deutschen 
Patentanmeldung P (int. Nr. 2380) naher beschrieben. 

Wie bereits erwahnt, kann direkt von der Kulturbruhe ausgehend 
die erf indungsgemafle Behandlung mit tragerf ixiertem alpha 2 ~ 
Makroglobulin-Metall-Komplex vorgenommen werden. Zweckmafliger 
ist es jedoch, die Proteine vorher von anderen Substanzen abzu- 
trennen und eine Vorf raktionierung durchzuf iihren. 

Die Abtrennung der Proteine aus dem Kulturf iltrat erfolgt 
zweckmafligerweise durch Fallung mit Ammonsulfat, obwohl auch 
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andere tibliche Proteinf allungsmittel , welche die enzymatische 
Aktivitat der darin enthaltenen, aktiven Proteine nicht beein- 
trachtigt, verwendet werden konnen. Bei Zusatz von Aflmonsulfat 
gibt man dieses zweckmaBig bis zu einer Konzentration von 
2,5 - 3,5 M, vorzugsweise 3 - 3,2 M zu, Der dabei gebildete 
Niederschlag wird abgetrennt, beispielsweise abfiltriert, und 
enthalt die gesamte gesuchte Aktivitat. Nach Auflosen rait 
Wasser und vorzugsweise Entfernung von restlichem Ammonsulfat 
durch Dialyse kann man die so erhaltene Ldsung entweder der 
alpha 2 -Makroglobulin-Metall-Komplex-Chromatographie unterwerf en , 
Oder einer weiteren Vorreinigung unterziehen. 

Wird eine weitere Vorreinigung gewunscht, so fuhrt man zweck^- 
maBig eine Ammonsulf atf raktionierung durch, wobei die zwischen 

2 und 3M Ammonsulf atkonzentration ausfallende Fraktion die ge- 
wiinschte Aktivitat enthalt. Dabei wird zweckmaBig in einer 
erst en Stufe Ammonsulf at auf 0,7 - 1 f 3 M zugegeben, der Nieder- 
schlag abgetrennt und dann die Ammonsulf atkonzentration, auf 

3 M, vorzugsweise auf 2,25 - 2,32 M, erhoht, und der dabei er- 
haltene aktive Niederschlag in ublicher Weise abgetrennt und 
durch Dialyse von verbliebenem Ammonsulf at gereinigt. 

Falls die so erhaltene Losung nicht der alpha 2 -Makroglobulin- 
Metall-Komplex-Behandlung unterworfen wird, kann auch noch 
eine Acetonf raktionierung und eine Molekularsiebchromatographie 
vorgeschaltet werden. Im Falle einer Acetonf raktionierung fallt 
man durch Zusatz yon 0,3 - 1,5 Vol., vorzugsweise 0,5 - 1,2 Vol. 
Aceton, trennt den Niederschlag ab und gibt weitere 1,2 Vol. Aceton zu, 
trennt den Niederschlag ab und lost ihn in Puffer pH 7,5 - 9 auf . Die Puf- 
ferkonzentration liegt zweckmaBig zwischen 0,01 und 0,05 M. Nach Dialyse 
zur Entfernung von restlichem Aceton und ggf . Einengung der erhaltenen Lo- 
sung kann uber ein Ifclekularsieb, beispielsweise vernetztes Dextran, wie 
Sephadex-G-1 00 chromatographiert werden, wobei die gewUnschte 
Aktivitat zu Beginn aus der Saure eluiert wird, wahrend die 



3034045 



bekannte AL-1 Proteinase I erst gegen Ende eluiert wird. Das 
Eluat wird, ggf . nach KOnzentrierung, iiber tragerf ixiertem 
alpha^-Makroglobulin-Metall-Komplex chroma tographiert, wobei 
die gesuchte Endoproteinase-Lys-C durchlMuft. Die Elution er- 
folgt vorzugsweise im plI-Bereich 7,0 - 8,5 bei einer Puffer- 
konzentration von 0,03 - 0,08 M. Die ublichen in diesem Bereich 
wirksamen Puf f ersubstanzen sind geeignet, bevorzugt werden 
Tris-Puf f er, Hepes-Puffer und Phosphat-Puf f er . Gute Ergebnisse 
werden bei pH 6,5 - 9 und 0,01 - 0,1 Puff ergehalt erreicht. Das 
Eluat enthalt reine Endoproteinase-Lys-C und Puffer und kann 
direkt lyophilisiert werden. 

Das erf indungsgemafle neue Enzym ist insbesondere zur Sequenz- 
bestimmung von* Proteinen und Peptiden anwendbar. Auf Grund seiner 
sehr spezifischen SpaltungsaktivitSt laBt es sich auch thera- 
peutisch einsetzen, beispielsweise bei Gerinnungsstorungen, be- 
ziehungsweise anderen Erkranknungen , bei denen die Spaltung von 
Proteinketten angestrebt wird. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Gewinnung des erfindungs^ 
gemaBen Enzyms und seine Bestimmung. 

Beispiell 



Gewinnung von Endoproteinase-Lys-C aus Lysobacter 
enzymogenes- ssp. enzyniogenes DSM 1895 (ATCC 27796) 



Ausgangsmaterial: 206 Ltr. Lysobacter-Kulturf iltrat 

206 Ltr. Lysobacter-Kulturf iltrat werden langsam mit festem 
Ammonsulfat auf 3 - 3,2 M ausgefallt. Der geringe flockige 
Niederschlag wird abfiltriert. Der Niederschlag auf den Filtern 
wird mit wonig dest. Wasser gelost und mit festem Ammonsulfat 
auf 0,9 M (1,3 - 3 M) ausgefallt und zentrifugiert. Den Uber- 
stand fallt man nun weiter auf 2,25 - 2,32 M Ammonsulfat aus, 
und filtriert Oder zentrif ugiert den Niederschlag, lost ihn mit 
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ca. 400 ml dest. Wasser und dialysiert gegen fliefiendes 
Leitungswasser. 

Das Dialysat wird mit 0,5 - 1,2 Vol, -20° C kaltem Aceton ver- 
setzt und abzentrif ugiert. Den Uberstand (klar) versetzt man 
nun mit weiteren 1,2 Vol. ( berechnet aus Anfangsvol.) Aceton, 
zentrifugiert den Niederschlag ab und lost ihn so konzentriert 
wie moglich mit 0,025 M Tris, pH 9 auf und dialysiert gegen 
10 Ltr. desselben Puffers, 

Das Dialysat wird auf eine Sephadex-G-1 00-Saule aufgetragen mit 
folgenden Abmessungen: 

0 5 cm, Lange 150 cm, Saulenvol. ca. 2,9 Ltr. 

Die Saule wird mit 0,025 M Tris, pH 9,0 Squilibriert und nach 
dem Auf Ziehen mit demselben Puffer nachgewaschen . 

Lysobacter-Protease wird zu Beginn eluiert. 

Die Eluate werden mit festem Ammonsulfat auf 3,2 M ausgefallt 
und zentrifugiert. Der konzentriert aufgenommene Niederschlag 
wird gegen 0,05 M Tris pH 8,0 dialysiert. 

Alpha 2 -Makroglobulin-Zn-Komplox, kovalent an Agarose gebunden, 
wird zur Weiterreinigung verwendet. 110 ml dieses TrSgermaterials 
werden in 3 cm 0 Saule, Lange 17,5 cm, eingeflillt und mit 
0,05 M Tris, pH 8,0 gewaschen, bis sich kein Protein im Durch- 
lauf befindet. 

Nun wird das Dialysat aufgezogen und mit 0,05 M Tris, pH 8,0 
nachgewaschen. Proteinase-Lys-C lauft durch-. 

Der Durchlauf wird gegen 0,05 M Glycin, pH 8,0 dialysiert und 
auf 0,4 mg/ml mit demselben Puffer verdiinnt und lyophilisiert . 
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Gesamt-Ausbeute: ca. 50 - 140 mg Protein 

6 - 23 U/mg Proteinase Lys-C 
Chromozym TH AktivitSt < 0,2 % 

Beispiel 2 



Bestinuuung der Endoproteinase Lys-C 
Herstellung der Losungen: 

1 . 0,025 M Tris, 0,001 M EDTA, pH 7,7 

0,303 g Tris, 37,2 mg EDTA werden in ca. 80 ml bidest. 
Wasser gelost und pH mit 2 N HC1 auf 7,7 eingestellt 
und auf 100 ml aufgefullt. 

2 . Chromozym-PL ( 14jiM/ml ) 

9 mg Chromozym-PL in 1 ml bidest. H 2 0 aufldsen. 

3. Endoproteinase-Lys-C-Losung 

10 mg Lyophilisat in 1 ml bidest. H 2 0 losen. Vor Gebrauch 
1:100 mit Losung 1 verdunnen. 



Ausfiihrung: 4 05 nm 
25° C 



1 cm Halbmikrokuvette 
Testvolumen 1,07 ml 
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In Ktivette pipettieren: 


Losung 1 


1 ml 


Losung 2 


Q, 05 ml 


mischen, ca. 2 min. bei 25° 


C temper ieren. 


Probelosung 3 


0,02 ml 


mi s chen , 

aus linearer Phase nach ca. 
^E/min berrechnen. 


5 min. 



Berechnung: 
ZlE/min x 1,07 

• TOO = U/ml Endoproteinase-Lys-C 

10,4 x 0,02 



